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主要缩略语表 
英文简称 英文全称 中文全称 
ANS 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic acid 8-苯胺-1-萘磺酸 
AC L-Ascorbic acid 抗坏血酸 
CNSL cashaw nut shell liquid 腰果壳油 
DMSO dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 
DPPH· 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 1,1-二苯代苦味肼基 
EC50 50% effective concentration 半数有效浓度 
FC folin-ciocalteu 福林酚 
GC-MS gas chromatography-mass spectrometer 气相色谱-质谱联用仪 
HPLC high performance liquid chromatography 高效液相色谱 
ITC isothermal titration calorimetry 等温微量量热法 
IC50 50% inhibiting concentration 半抑制浓度 
LC-MS 
liquid chromatography-mass 
spectrometry 
液相色谱-质谱联用仪 
L-TYR L-Tyrosine L-酪氨酸 
L-DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanine 
L-3,4-二羟基苯丙氨
酸 
MOE molecular operating environment 分子操作环境 
MS mass spectrometry 质谱 
MW molecular weight 分子量 
PBS phosphate buffer 磷酸缓冲液 
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摘要 
腰果壳是一种丰富的自然资源，从中提炼得到的天然腰果壳油（CNSL）含
有丰富的酚类化合物，其已广泛应用于传统型化学多聚物材料工艺上（橡胶、
涂料等）。本论文重点研究腰果壳油主要组分对蘑菇酪氨酸酶的作用机理、抗氧
化活性及抑菌活性，以期推动该类天然产物在医药、农业等领域的应用。 
首先优化腰果壳油萃取提纯、分离纯化分析制备的工艺，通过高效液相色
谱技术有效分离得到两类主要的酚类化合物，cardol 和 cardanol，同时测定腰果
壳油相关理化指标。通过酶学实时监测和光谱法研究 cardol/cardanol 对蘑菇酪氨
酸酶活性的影响，实验结果表明，cardol/cardanol 对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活力没
有影响，但二者均能显著降低蘑菇酪氨酸酶二酚酶的活力。 
本论文采用实时动力学检测、荧光淬灭法、等温微量量热法以及体外铜离
子试验等方法研究 cardol/cardanol 对蘑菇酪氨酸酶的作用机理，实验结果表明，
它们与蘑菇酪氨酸酶相互作用过程当中酶构象发生变化，cardol/cardanol 均是通
过与蘑菇酪氨酸酶活性中心疏水氨基酸残基相互作用，而不是结合双铜离子。
大约两个 cardol 或者一个 cardanol 分子可进入一个酪氨酸酶分子的活性中心，
其中 cardol 作用力较强。 
本论文采用 DPPH·自由基清除实验研究 cardol/cardanol 的抗氧化能力，发
现它们的抗氧化类型和抗坏血酸不同，均属于缓慢可逆型。同时采用生长速率
法研究抑菌活性，实验结果表明，cardol/cardanol 对尖孢镰刀菌、山茶炭疽菌、
串珠镰刀菌、枇杷炭疽菌均具有显著抑制作用，其抑菌效果约为等量腰果壳油
原液的十倍。 
综上，本文研究结果表明腰果壳油原液及其组分均能够有效抑制蘑菇酪氨
酸酶二酚酶活性，同时具有很强的抑菌效果，可应用于美容、水果保鲜、农业
病菌防治等领域，有十分广阔的开发前景。 
 
关键词：蘑菇酪氨酸酶；腰果壳油；cardol；cardanol 
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Abstract 
Cashew nut shell liquid (CNSL) is an abundant natural resource, which is 
extracted from cashew nut shell. It has been widely used in traditional chemical 
polymer materials. In this research, the inhibitory mechanism, antioxidant activity 
and antibacterial activity of the main components of CNSL on mushroom tyrosinase 
were studied in order to promote their application in medicine and agriculture. 
The extraction technology of CNSL was optimized, and its related properties 
were analyzed. Two kinds of major phenolic compounds (cardol and cardanol) were 
isolated from CNSL by high performance liquid chromatography (HPLC), while 
identificating their purity to ensure the reliability. We studied the mushroom 
tyrosinase monophenolase and diphenolase enzyme inhibition of cardol and cardanol. 
We found that cardol/cardanol could not affect the abilities of mushroom tyrosinase 
monophenolase, but the enzyme tyrosinase diphenolase effectively. 
We studied the inhibitory mechnism of cardol/cardanol and mushroom tyrosinase, 
by kinetic analysis, the intrinsic/ANS-binding fluoresecence-quenching, isothermal 
trace calorimetry (ITC) and copper ion interactions experiments. The results showed 
that the enzyme has conformational changes, and cardol/cardanol interacted with the 
amino acid residues of the tyrosinase active site not the copper ions. Two cardol or 
one cardanol might enter to one tyrosinase, and interacted, that cardol had stronger 
interaction than cardanol. We found that the scavenging types of L-Ascorbic acid and 
cardol/cardanol are different in DPPH free radical scavenging experiment. 
Cardol/cardanol binded reversibly and tended to balance slowly. We further used 
Fusarium oxysporum, Colletotrichum camelliae, Fusarium moniliforme and 
Colletotrichum acutatum as the test to study antibacterial activities using the growth 
rate experiments. The results showed the inhibitory effects of cardol and cardanol 
were significant, and about ten times of CNSL. 
Collectively, we found CNSL and its components had remarkable inhibition on 
mushroom tyrosinase diphenolase and antibacterial effects. We should make more 
studies on their development and utilization values. 
Key words: mushroom tyrosinase; CNSL; cardol; cardanol  
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1. 前言 
1.1 腰果壳油及其组分的概述 
1.1.1 腰果壳油概况及开发现状 
腰果是世界驰名四大干果之一，其为热带木本漆科植物腰果树的果实[1]，如
图I所示，腰果长在腰果梨的里面，呈椭球形或球形，有厚厚的硬壳，里面的果
仁呈心脏形或腰子形。腰果果实中含有丰富的营养物质，包括占比将近50%的
油脂，以及21%的蛋白质，还有少量糖类、维生素A、B。腰果核壳厚约占整个
腰果的8%左右，内层柔软蜂窝状结构中含有一种红褐色的粘稠液体，即本论文
所研究的腰果壳油，腰果核的果皮液。本研究采用的腰果壳油（cashaw nut shell 
liquid, CNSL）是从腰果果实果壳提取得到。在早期的开发中，由于其强烈的刺
激性及腐蚀性，曾一度被废弃[2, 3]。腰果树最初产于南美洲的热带滨海地区，它
对当地经济有着很大贡献。早在2000年左右，由于腰果本身作为一种低价、可
利用的可持续物质，被作为商品酚类化合物[4]。其果壳中的物质，腰果壳油则
是一种天然的不饱和长链酚，天然酚类的重要来源之一[5, 6]，由于平均每吨的腰
果果壳可以提馏出150 kg的腰果粗酸和34 kg的腰果粗酚，有效成分多，因此好
多种植国家大力发展腰果种植业，平均每年主要世界种植国家的年产量高达200
万吨。中国作为国际市场腰果壳油的主要进口国之一，海南省尝试引种，少量
生产[1]。 
腰果壳油早期开发过程中，国内外科研工作者通过改进分离提取方法，采用
色谱法、化学法以及质谱法等技术的结合对其组分进行定性定量的分析[2, 7]，腰
果壳油最终成分构成主要取决于提炼方法[8]。通过大部分试验发现，天然腰果
壳油中含有 90%左右的腰果酸和 10%的强心酚等组分[7]，但在腰果壳油烘焙加
工过程占比较大的腰果酸会被脱羧转化成腰果酚，因此商业领域使用的腰果壳
油组成中腰果酚及其衍生物占比最高。最早腰果壳油被运用于各个领域工业品
生产，商业价值广阔[9]。近几年进一步研究发现，腰果壳油组分化学结构特殊，
具有长链性，灵活可塑，加工性能较强，在传统型化学多聚物材料工艺上（橡
胶、涂料等）已被广泛应用[10]，然而在生物医药以及生物活性研究等领域相当
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
腰果壳油对蘑菇酪氨酸酶的抑制效果及其生物学效应研究 
5 
欠缺，有着十分广阔的开发空间。 
 
图 I 腰果及腰果壳油 
Fig.I Cashaw nut and cashaw nut shell liquid 
1.1.2 腰果壳油提取精炼、分离纯化及组分鉴定 
根据提取精炼模式，可分为溶剂萃取型腰果壳油及工业型腰果壳油。典型的
溶剂萃取型的腰果壳油包含有 60~65%的银杏酸，15~20%的强心酚（cardol），
10%的腰果酚（cardanol），还有一些甲基二酚。而工业型的腰果壳油通过炼制
而成，主要含有 60~65%的腰果酚，15~20%的强心酚和一些多聚物质、甲基二
酚等[5]。本论文研究对象为工业型的腰果壳油，大部分组分为含有 15 个不饱和
长侧碳链基团苯酚类物质，其侧链含有 0~3 个不饱和顺式结构[7]。其中腰果酚
和强心酚均为顺式结构，两个相同基团处于同侧，因此可能造成偶极矩叠加，
不对称性增强。 
对腰果壳油这广泛的农业加工副产品，2003 年刘国际等[7]报道通过两种基
本方式进行热解精炼精制。2015 年刘兵等[2]报道采用优化梯度热解腰果壳油的
精制工艺，主要通过将 5 ℃/min 升温加热至 80 ℃转化交替为 5 ℃/min 加热至
110 ℃以及 1 ℃/min 缓慢至 165 ℃，扩大反应规模到 800 g，最后精制质量收
率可达 86.0%，其中腰果酚总含量可达 76.26%。随后超临界 CO2萃取[11]以及索
式提取法[12]等方法相继出现。 
精制提炼得到的腰果壳油需要进行不同处理才可分离到种类不同的酚类组
分[10]。天然腰果壳油经过工业提炼，其组分含量会有所改变。目前精制提炼工
艺方法大体有两种[7]：（1）将腰果在温度为 20~25℃水中浸润，用水蒸汽打孔后
放置 170~185℃处理，一段时间后可提取得到大部分油脂；（2）通过调整温度
快速升高，腰果壳内外形成的压力导致壳内液体渗出，在将近烧焦的温度中保
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持数个小时除去里面的固体残留，得到粗提的腰果壳油。通过这两种方法所得
到的脱羧类腰果壳油虽然所含组分含量不同，但组分种类差别不大。腰果壳油
分离纯化的技术已经相当成熟，主要通过蒸馏和溶剂萃取等手段得到纯度较高
的组分[13]。早在 1982 年 Phani Kumar P[5]报道，利用柱层析分离 cardol/cardanol，
但由于方法昂贵、耗时，在商业上并不可行。2001 年左右出现溶剂萃取方法进
行分离纯化，尽管效果明显，但只适用于萃取型腰果壳油，不适用于工业型腰
果壳油，直到出现高效液相色谱技术（HPLC）[5, 12]。这一技术可扩展应用于工
业型腰果壳油，本研究主要在此基础上进行分离纯化。 
腰果酸组分在腰果壳油烘烧过程进行脱酸转化成腰果酚[7]，其为具有不饱和
或饱和长碳链(-C15H25-31)的单苯酚衍生物，包含饱和、单烯、双烯和三烯等组分
[2, 14, 15]。通过液质联用分离纯化腰果壳油，得到 cardol/cardanol 系列物，应用核
磁共振、质谱等手段进行分析鉴定[16, 17]。目前已经分析鉴定得到的物质包括：
cardol triene、cardol diene、cardanol triene、cardanol diene、cardanol monoene 等
几种含有不同位置烯烃碳链的 cardol/cardanol 系列物，结构如图 II 所示。早期
气质谱联用主要应用于医药领域，用于开发生物代谢产物、分析天然产物化学
成分等方面。气质联用要求样品需要具备足够的蒸汽压，天然腰果壳油组分腰
果酸在 GC-MS 中会自动脱羧，其分子离子峰极弱，若用 GC-MS 难以检测，刘
兵等[2]报道发现 GC-MS 谱图可显示单烯（分子量 302）和饱和的腰果酚（分子
量 304），但无法显示其二烯、三烯类物质。而液质联用则可分离离子化的、不
易挥发和热不稳定等化合物[18]。 
OH
HO R
Cardol
1. R=8Z,11Z,14 Pentadecatrienyl
2. R=8Z,11Z Pentadecadienyl
3. R=8Z Pentadecenyl
4. R=Pentadecyl
OH
R
1. R=8Z,11Z,14 Pentadecatrienyl
2. R=8Z,11Z Pentadecadienyl
3. R=8Z Pentadecenyl
4. R=Pentadecyl
Cardanol
 
图 II 腰果壳油组分结构 
Fig. II Structures of CNSL constituents 
1.1.3 腰果壳油理化指标的测定 
产品应用开发需要质量保证，腰果壳油作为未来的天然产品，对其质量指标
需要有规范的分析测定。2005 年已有上海公司推出自主生产的腰果酚[19]，继而
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陆续有国内外公司进行生产、销售，但由于目前并没有既定的质量检测标准，
给深入研究带来一定的阻碍。对此困扰，上海物竞化工科技有限公司发挥自身
生产方面优势，同专业领域人士联合起草质量检测行业标准。该标准从多个指
标进行规范，包括比重、黏度、酸值、碘值、水分、灰分等，让腰果壳油产品
性能指标有据可判，对整个腰果壳油产业的应用发展起引领示范作用，对改变、
优化自身产品及未来发展方向上进行指导，建立规范、健康的竞争市场。本论
文中将对所研究的腰果壳油进行理化指标的测定。 
1.1.4 腰果壳油相关生物学效应 
资源危机日益加剧，人类对于可再生能源的可持续开发越来越重视，腰果
壳油作为一类可再生绿色资源，其成分结构独特，功能可开发。我国已掌握开
发利用腰果壳油技术，市场应用有较大突破，基本满足需求。经过商业处理可
以显著提高天然腰果壳油中腰果酚的含量。腰果酚本身提取、分离纯化过程环
保低廉，是极具生物发展前景的生物质原材料[5]，在各领域均有开发前景[20-22]。
二十一世纪腰果壳油被制作成抗氧化剂，化工聚合物（如增塑粘合剂、化工合
成涂料、抗摩擦材料等[4]）以及生物复合材料[23, 24]，有十分重要的开发应用价
值。强心酚在商品化腰果壳油中含量较少、应用广泛性弱，少被报道[5]。强心
酚组分，作为天然酚类物质，不同之处在于苯环含有两个羟基，具有其他的生
物学活性，包括灭螺、杀虫[25]、细胞毒性，还可用来抑制乙酰胆碱酯酶[4]。人
们预期将腰果壳油进行合成改性，生产具有杀菌去诟的产品应用于市场。目前
国内外对腰果壳油在影响农业农作物害虫以及抑制生产植物病原菌生物活性等
领域报道甚少，前景广阔。 
1.2 酪氨酸酶及其抑制剂研究 
1.2.1 酪氨酸酶催化反应过程 
酪氨酸酶是一种含有铜离子的多酚氧化酶，其分布广泛，动植物、微生物
和人体中均有存在。分布与功能密切相关，在不同生物的特定部位[26, 27]。酪氨
酸酶对黑色素形成起催化作用。通过羟基化 L-酪氨酸（L-Tyr），引发一系列的
生化反应。其中催化反应过程可分为以下两个阶段：首先 L-Tyr 被羟基化成
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